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(57) Abstract 

The invention relates to glucose soluble polymers which do not substantially contain any j3 glucosidic bonds, characterized in that 
they comprise 2.5 -10 % a— 1,6 gluocosidic bonds, have a very low or zero tendency to retrograde in an aqueous solution determined 
according to a test A, possess an MP which is determined according to a test C having a median value of the distribution profile of the 
molecular masses ranging from 104 and 105 Daltons and have a reducing sugar content that is at most 9 %. 



(57) Abrege 

L'invention a pour objet des polymeres solubles de glucose branches ne contenant substantiellement pas de liaisons /3 glucosidiques, 
caracterises par le fait qu'ils presentent entre 2,5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-\ ,6, une tendance tres faible ou nulle a la retrogradation 
en solution aqueuse, d6termin6e selon un test A, un Mp d6termin6 selon un test C a une valeur centr6e du profil de distribution des masses 
moleculaires compris entre 10 4 et 10 8 daltons et une teneur en sucres reducteurs au plus egale a 9%. 
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POLYMERS S SOLUBLES DE GLUCOSE BRANCHES 
ET LEUR PROCEDE D'OBTENTION 



L' invention a pour objet des polymeres solubles de 
5 glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons P glucosidiques , qui presentent des teneurs 
particulieres en liaisons glucosidiques a-1,6, une 
excellente stabilite en solution exprimee par leur faible 
tendance a la retrogradation et une remarquable 
10 distribution des poids moleculaires dans un intervalle 
compris entre 10 4 et 10 8 daltons . 

Ces polymeres solubles de glucose branches presentent 
par ailleurs une faible teneur en sucres reducteurs et une 
faible viscosite. 
15 L' invention concerne egalement un procede de 

fabrication desdits polymeres solubles de glucose branches. 
Elle vise encore des compositions comprenant de tels 
polymeres solubles de glucose branches qu'il est possible 
d'utiliser dans de nombreuses applications indus trielles et 
20 notamment dans les industries alimentaires . 

Au sens de 1' invention, les polymeres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 

liaisons (3 glucosidiques sont des polymeres de glucose lie 

en OC-1,4 et presentant de nombreux points de ramification 

25 (encore appeles points de branchement) en a-1,6, et moins 

de 5 % de branchement en (3, c'est-a-dire en [3-1,2, [3-1,3, 

(3-1,4 ou [3-1, 6. 

Les polymeres du glucose classiquement accessibles 
indus triellement sont notamment issus des amidons naturels 
30 ou hybrides et de leurs derives . 

Generalement, 1 ' amidon est constitue de deux 
polymeres, l'amylose et 1 ' amylopec t ine . L'amylose est la 
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fraction renfermant des homopolymeres lineaires de glucose 
lies en oc-1,4 et quelques points de branchement en a-1,6. 
L ' amylopectine est quant a elle la fraction ramifiee, 
constitute de chaines lineaires de glucose en a-1,4 reliees 
a d'autres chaines lineaires de glucose en cc-1,4 par des 
points de ramification en a-1,6. 

L ' association de ces deux homopolymeres, empaquetes 
sous la forme de granules d'amidon tres bien structures, 
constitue la reserve de source carbonee de la plante. 

L'amidon produit dans chaque plante est constitue 
d'un pourcentage variable en chacun de ses constituants 
amylose et amylopectine, voire meme d'une distribution 
particuliere des poids moleculaires de chacun desdits 
homopolymeres de glucose. Ce qui explique la raison pour 
laquelle les divers amidons et leurs derives sont 
habituellement classes en fonction de leur origine 
botanique. 

Les proprietes f onctionnelles des amidons et de leurs 
derives sont en outre directement fonction de leur contenu 
en amylose et amylopectine. Ainsi, lorsque 1 ' on chauffe une 
suspension d'amidon au dela de la temperature de 
gelatinisation , le granule d'amidon gonfie, et 1' amylose se 
solubilise pref erentiellement . Cependant, lors du 
ref roidissement de la suspension, les homopolymeres de 
glucose retrogradent , rapidement pour 1' amylose (quelques 
heures), et de maniere plus lente pour 1 ' amylopectine 
(quelques jours) . 

Or, les specialistes du domaine de 1 ' util isat ion des 
amidons et des derives de l'amidon en industrie alimentaire 
s'accordent a dire que ce phenomene de retrogradation 
affecte la texture des aliments, et en diminue la duree de 
vie . 
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II est connu de rendre plus acceptables ces produits, 
en les preparant a partir de produits amylaces riches en 
amylopectine, et done par exemple a partir des varietes 
waxy. Cependant , la stabilite des gels et liants obtenus a 
partir desdits produits amylaces riches en amylopectine 
n'est pas suffisante pour les besoins des industries 
alimentaires, ou il est parfois necessaire d' avoir une 
duree de stockage de plusieurs mois. 

Une premiere solution consiste a stabiliser les 
homopolymeres de glucose, et ce grace a des agents 
chimiques. Cette operation est la plupart du temps 
effectuee par la mise en oeuvre de reactions 
d' esterif ication ou d ' etherif ication . II peut s'agir 
notamment de reactions d ' acetylation ou d' hydroxy - 
propylation. En outre, pour obtenir les proprietes de 
texture et de viscosite souhaitees, ces reactions sont 
souvent associees a une reaction de reticulation. 

Ces modifications conferent alors des proprietes 
rheologiques remarquables aux amidons, les rendant plus 
resistants aux traitements mecaniques tels le cisaillement , 
ou aux milieux acides . L ' acetylation ou 1' hydroxy - 
propylation conferent en outre une bonne stabilite au 
stockage apres cuisson, notamment a basse temperature. 

Cependant, les produits ainsi obtenus presentent 
1 ' inconvenient d' avoir ete traites chimiquement , ce qui est 
souvent mal pergu par les consommateurs . 

Une seconde solution consiste a isoler 1 ' amidon a 
partir de plantes dont certains genes impliques dans la 
biosynthese de 1 ' amidon ont ete alteres, ce qui confere aux 
amidons ainsi modifies des proprietes particulieres . 

II peut s'agir de varietes mutantes ou hybrides, 
affectees au niveau des genes waxy (wx) , amylose extender 
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(ae) , dull (du) , opaque (o) shrunken (sh) , brittle (bt) , ou 
sugary (su) . 

Le brevet 4.767.849 decrit ainsi 1 ' ami don extrait 
d'une variete de mais homozygote pour le genotype 
waxy/ shrunken- 1 , qui confere aux amidons granulaires ainsi 
obtenus des proprietes de stabilite a la retrogradation en 
cycles de congelation/decongelation ( classiquement appeles 
cycles de gel/degel) equivalents aux amidons modifies 
chimiquement . Cependant , ces varietes obtenues par 
croisement entre deux varietes de genotype waxy et shrunken 
ne presentent qu ' une teneur en amidon comprise entre 1 et 
20 % de la teneur en amidon normalement synthetisee par les 
varietes dites de type sauvage. 

II peut s'agir egalement de plantes genetiquement 
modifiees, obtenues par modification ciblee d'un gene ou 
d'un ensemble de genes codant pour des enzymes intervenant 
dans la biosynthese de 1' amidon. Les strategies 
d' extinction ou d ' amplification genique dans la plante, des 
genes codant par exemple pour les enzymes de debranchement 
ou de branchement de 1 ' amidon propres a la plante, ou 
d'origine exogene, tels les genes de biosynthese du 
glycogene des bacteries, ont ete abondamment decrites . 

Cependant, force est de constater, comme dans le cas 
des plantes mutantes ou hybrides, que si les amidons ainsi 
modifies presentent des proprietes equivalentes aux amidons 
modifies chimiquement, les teneurs en amidon des plantes 
ainsi obtenues sont loin d'etre indus tr iellement 
satisf aisantes . 

Une premiere alternative a ces procedes consiste a 

utiliser des enzymes de type a-amylase, oc-amylase, 
pullulanase, iso-amylase pour modifier in vitro les amidons 
natifs afin de leur conferer certaines des proprietes des 
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amidons modifies chimiquement . II n'y a done normalement 
plus de problemes lies aux quantites mises en oeuvre . 

La demande de brevet EP 53 9.910 decrit ainsi un 
procede de preparation de granules d' amidon modifie par un 

traitement a 1 ' a-amylase , pour obtenir des produits de 
moindre viscosite. Cependant, ce procede ne vise qu'a 
alterer la structure du granule d'amidon, sans en modifier 
profondement les constituants . 

Le brevet EP 574.721 decrit la preparation d'un 
produit amylace a haute teneur en amylopectine stable, en 
n'utilisant pas de traitement chimique proprement dit, mais 

en effectuant une reaction d'hydrolyse controlee a la p- 
amylase sur un amidon granulaire natif . 

Le produit ainsi prepare presente alors une absence 
de synerese et de modification de viscosite dans le temps, 
et est stable au gel/degel. Cependant, ce procede necessite 
une etape de traitement thermique prealable, a une 
temperature comprise entre 65 et 75°C, pour gelatiniser 
1 ' amidon avant de realiser 1' hydro lyse enzymatique 
proprement dite. De plus, il est surtout necessaire de 
controler le taux d'hydrolyse pour le limiter a une valeur 
comprise entre 5 et 20 %. 

Une autre alternative aux procedes visant a modifier 
chimiquement les amidons natif s, ou a extraire des amidons 
natif s possedant des proprietes d' amidons modifies a partir 
de plantes mutantes, hybrides ou genet iquement modifiees, 
consiste a introduire in vitro de nouveaux points de 
branchement dans 1 ' amidon . 

II s'agit alors de conduire un remaniement des 
chaines d' amylopectine ou d'amylose, plutot que de mettre 
en oeuvre des reactions de stabilisation et/ou de 
reticulation comme indique precedemraent . 
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Deux techniques sont habituellement mises en oeuvre . 
La premiere utilise des moyens thermiques, la seconde des 
enzymes purifiees de biosynthese du glycogene et/ou de 
1' amidon, telles les enzymes de branchement du glycogene ou 
de l'amidon, responsables respectivement de la synthese des 
points de ramification en oc-1,6 du glycogene, ou des points 

de ramification en oc-1,6 de 1 ' amylopectine et des quelques 
points de branchement de 1'amylose. 

La demande de brevet WO 95/225 62 decrit par exemple 
des dextrines de type amidon, caracterisees par leur poids 
moleculaire compris entre 15. 10 3 et 10 7 daltons, et un 
degre de branchement compris entre 2 et 8 %, obtenues par 
le traitement, en conditions acides (acide 

orthophosphorique a 0,17 % en poids d'amidon) et a une 
temperature comprise entre 110 a 140 °C pendant de 1 a 15 h, 
d'amidon granulaire natif, notamment de la fecule de pomme 
de terre. 

La composition ainsi obtenue est destinee aux 
sportifs comme apport energetique apres un effort physique. 
Cependant, ce traitement est long et tres lourd a mettre en 
oeuvre, et il conduit a des polymeres de glucose qui 

renferment, outre une teneur elevee en liaisons a-1,6 (de 
preference comprise entre 3 et 7 %) , de nouveaux types de 
liaisons qui n' existent pas normalement dans l'amidon 
natif. Les analyses par resonance magnetique nucleaire 

(RMN) revelent en effet des liaisons de type (3-1,4, (3-1,6, 

et des liaisons a autres qu'en a-1,4 et en a-1,6. 

De tout ce qui precede, il resulte qu'il y a done un 
besoin non satisfait de disposer, d'une part, de polymeres 
de glucose presentant des proprietes remarquables , 
notamment en terme de stabilite, de solubilite et 
eventuellement de viscosite et conferant par la meme aux 
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produits qui les contiennent des capacities plus grandes de 
durees de vie et de digestibilite , et d' autre part, de les 
obtenir sans utiliser de techniques chimiques ou physiques, 
ni d' avoir recours a des extractions a partir de plantes 
mutantes ou genet iquement modifiees. 

La societe Demanderesse a eu le merite de concilier 
tous ces objectifs reputes jusqu'alors dif f icilement 
conciliables en imaginant et elaborant, au prix de 
nombreuses recherches, de nouveaux types de produits a 
savoir de nouveaux polymeres solubles de glucose branches 

ne contenant substantiellement pas de liaisons (3 
glucosidiques . 

Les polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant substantiellement pas de liaisons P glucosidiques 
conformes a 1 ' invention sont ainsi caracterises par le fait 
qu'ils possedent entre 2,5 et 10 % de liaisons 

glucosidiques a-1,6, une tendance tres faible ou nulle a la 
retrogradation en solution aqueuse, determinee selon un 
test A et un Mp determine selon un test C a une valeur 
centree du profil de distribution des masses moleculaires 
comprise entre 10 4 et 10 8 daltons. 

Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent par ailleurs une faible teneur en 
sucres reducteurs , au plus egale a 9 % et une viscosite 
determinee selon un test B, pour 3 g de produit sec, au 
plus egale a 5.000 cP. 

La teneur en liaisons glucosidiques a-1,6 des 
polymeres solubles de glucose branches conformes a 
1' invention, determinee par analyse RMN du proton, est de 

2,5 a 10 %, exprimee en nombre de liaisons a-1,6 par 

rapport au nombre total de liaisons glucosidiques oc-1,4 et 

a-1,6 des dits polymeres de glucose branches. 
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Cette teneur en liaisons glucosidiques a-1,6, confere 
a tout polymere de glucose conforme a 1' invention une 
structure particuliere , en termes de degre de ramification 
et/ou de longueurs de chaines ramifiees en regard de 
l'amidon ou du derive d'amidon dont il est issu. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent egalement une faible tendance a la 
retrogradation en solution aqueuse, determinee selon un 
test A. Ce test consiste a etablir 1' aptitude a la 
retrogradation d'un produit donne au cours de cycles 
repetes de gel/degel. 

La retrogradation observee du produit, et 1 ' enthalpie 
de destructuration du produit qui a pu retrograder, 
determinee par Analyse Calorimetrique Dif f erentielle , 
renseignent done sur la stabilite du produit considere. 

Le test A consiste plus precisement a effectuer une 
preparation aqueuse du produit a tester a 40 % de matiere 
seche. On effectue differents prelevements dans des 
creusets hermetiquement clos. L' ensemble des creusets est 
porte pendant 15 min a une temperature de 100°C pour 
realiser la gelatinisation ou la mise en solution, et on 
soumet ensuite ces creusets a un traitement de cycles de 
gel/degel, chacun des cycles consistant a amener et 
maintenir ladite preparation pendant 15 min a une 
temperature de -2 0°C, puis a une temperature de 2 0°C et a 
la maintenir ensuite pendant 1 h 30 a cette temperature. 

Une analyse calorimetrique dif f erentielle est ensuite 
realisee a chaque cycle, sur equipement PERKIN ELMER, pour 
la determination de 1' enthalpie de destructuration du 
produit qui a pu alors retrograder. 

La stabilite aux cycles de gel/degel s'apprecie done 
en premier lieu par le nombre de cycle de gel/degel au dela 
duquel on peut realiser cette mesure de la valeur 
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d'enthalpie requise pour destructurer le gel d'amidon qui a 
alors retrograde. 

Les polymeres de glucose conf ormes a 1 ' invention 
soumis a ces cycles repetes de gel/degel presentent, de 
5 maniere surprenante et inattendue, une « faible tendance a 
la retrogradation », c'est-a-dire ici une absence 
partielle, voire totale de retrogradation selon le test A 

et en fonction de leur teneur en liaisons glucosidiques <x- 
1,6. 

10 C'est ainsi que les polymeres de glucose conf ormes a 

1' invention qui presentent une teneur en liaisons 

glucosidiques oc-1,6 comprise entre 2,5 et 5 %, ne 
coramencent a retrograder signif icativement qu'au dela du 
huitieme cycle de gel/degel, en presentant une faible 

15 valeur d'enthalpie de retrogradation, comme il sera 
exemplifie ci-apres. 

On les qualifie de polymeres de glucose branches 
presentant une « tres faible tendance a la 
retrogradation ». 

20 Quant aux polymeres de glucose conf ormes a 1' invention 

qui presentent une teneur en liaisons glucosidiques a-1,6 
comprise entre 5 et 10 %, aucune retrogradation de la 
solution n'est constatee meme apres 12 cycles de gel/degel, 
ce qui explique pourquoi aucune enthalpie de 

25 destructuration ne peut etre etablie. 

II est particulierement surprenant que les polymeres 
de glucose conf ormes a 1' invention, puissent presenter une 
telle stabilite. En effet, les mesures effectuees avec le 
test A, sur les amidons waxy et les amidons waxy reticules 

30 et acetyles, (tels ceux prepares en suivant les 
enseignements du brevet US 2.92 8.82 8) retrogradent entre le 
quatrieme et le sixieme cycle de gel/degel, comme il sera 
montre dans 1 ' exemple 2 . 
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II n'existe done pas, a la connaissance de la societe 
Demanderesse, de polymeres de glucose qui presentent une 
telle stabilite. 

Cette propriete destine tout naturellement les 
5 polymeres de glucose branches conformes a 1' invention a des 
compositions utilisables en industrie alimentaire, qui 
presentent alors des stabilites elevees au stockage. 

Un autre avantage de 1' invention est de permettre 
1'obtention d'un produit fini, utilisable par exemple comme 
10 liant instantane dans des produits refrigeres ou surgeles. 

la determination de la valeur centree du profil de 
distribution des masses moleculaires des polymeres solubles 
de glucose branches conformes a 1' invention est realisee 
par la mesure de la distribution des masses moleculaires 
15 moyennes en poids (Mp) . 

Dans la pratique les valeurs de Mp ne se calculent 
pas, mais se mesurent par differentes techniques. On 
utilise par exemple une methode de mesure adaptee aux 
polymeres de glucose, qui repose sur la chromatographie de 
20 permeation de gel sur des colonnes de chromatographie 
etalonnees avec des pullulans de masses moleculaires 
connues . 

Le test C, mis au point par la societe Demanderesse 
pour determiner la valeur centree du profil de distribution 
25 des masses moleculaires caracteris tiques des polymeres 
solubles de glucose branches conformes a 1' invention, 
consiste : 

- a etablir le profil de distribution molaire des 
fractions chromatographiques desdits polymeres 

30 solubles de glucose branches, 

- a determiner la valeur dite « valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires » 
qui correspond a la valeur du pic moyen de 
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distribution des poids moleculaires de la 
population representant plus de 90% des fractions 
chromatographiques issues de ladite 

chromatographie separative de permeation de gel. 
Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent alors une valeur Mp centree du 
profil de distribution de masses moleculaires comprise 
entre 10 4 et 10 9 daltons. 

De maniere avantageuse, les polymeres solubles de 
glucose conformes a 1' invention peuvent etre classes en 
deux families, la premiere famille presentant une valeur de 
Mp centree du profil de distribution de masses moleculaires 
comprise entre 10 5 et 10 6 daltons, et la seconde famille 
presente une valeur de Mp centree du profil de distribution 
de masses moleculaires compris entre 10 7 et 10 8 daltons. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent par ailleurs une faible teneur en 
sucres reducteurs . 

La determination du pouvoir reducteur des polymeres 
de glucose branches conformes a 1' invention, par toute 
methode connue par ailleurs de l'homme du metier, conduit a 
des valeurs au plus egale a 9 %. 

De maniere avantageuse, les polymeres de glucose 
branchees peuvent etre classes en deux sous-families en 
f onction de leur teneur en sucres reducteurs . 

La premiere sous-famille presente une teneur en 
sucres reducteurs au plus egale a 1 %. 

La seconde sous-famille presente une teneur en sucres 
reducteurs comprise entre 5,5 et au plus 9 %. 

La societe Demanderesse a en outre trouve que les 
polymeres de glucose branches conformes a 1 ' invention 
presentent des profils rheologiques tout a fait 
particuliers . 
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L' analyse de viscosite des polymeres de glucose 
branches conformes a 1' invention est realisee grace a un 
test B mis au point par la societe Demanderesse pour cette 
gamme particuliere de produits. 
5 II ne s'agit pas en effet ici de produits granulaires 

tels qu ' habituellement decrits et analyses dans 1 ' etat de 
la technique, mais de polymeres de glucose branches qui 
presentent de maniere surprenante et inattendue une 
remarquable solubilite dans l'eau froide. 

10 Le test B consiste a preparer tout d'abord le produit 

a analyser par precipitation a l'ethanol, sechage sous vide 
puis broyage au mortier, et enfin tamisage sur tamis de 
maille 125 jam, Une masse comprise entre 3 et 15 g du 
produit sec a analyser ainsi obtenu est alors introduite, 

15 avec 6,75 g de glycerol a 98 % de purete, dans le bol d'un 
Rapid Visco Analyser (RVA - NewPort Scientific) , et 
1' ensemble est soigneusement homogeneise a 1'aide d'une 
micro-spatule . 

Une quantite d'eau demineralisee est ensuite ajoutee, 

20 afin d'obtenir une masse finale de 28 g. L ' ensemble est 
alors immediatement agite. Le profil d' analyse temps / 
temperature et vitesse dans le RVA est alors realise comme 
suit. L ' echantillon est agite a 100 rpm a une temperature 
de 25°C durant 5 s, puis a 500 rpm pendant 25 s. 

25 L' agitation est alors maintenue a 160 rpm durant le reste 
du profil. La temperature initiale de 25°C est maintenue 
durant 10 min, puis elle est augmentee a 90 °C en 8 min. 
Cette temperature de 90°C est ensuite maintenue 3 min, 
diminuee a 3 0°C en 8 min, puis maintenue a cette valeur de 

30 3 0°C durant 5 min. 

La viscosite retenue est la viscosite mesuree en 
centipoises (cP) en fin de profil d'analyse, a 34 min. 
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Les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention presentent alors une viscosite au plus egale a 
5.000 cP pour 3 g sec de produit. 

La societe Demanderesse a egalement trouve que ces 
5 valeurs de viscosite des polymeres de glucose branches 
conformes a 1 ' invention sont du meme ordre de grandeur que 
les valeurs de viscosite, determinees en suivant le meme 
test B, des amidons waxy fluidifies par traitement acide. 

Cependant, des analyses complementaires de mesure de 
10 viscosite effectuees apres sept jours de stockage a 4°C, 
ont permis de mettre en evidence, de maniere surprenante et 
inattendue, une remarquable stabilite de la viscosite des 
polymeres de glucose branches, contrairement auxdits 
amidons waxy fluidifies de meme viscosite, comme il sera 
15 exemplifie ci-apres. 

Ces produit s peuvent done etre par exemple 
avantageusement utilises pour la fabrication de 
preparations alimentaires liquides instantanees , et surtout 
peuvent permettre d' assurer le stockage de longue duree a 
20 basse temperature. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention sont done particulierement bien adaptes a des 
compositions destinees a etre utilisees dans les industries 
notamment du Papier-Carton, du Textile, de la Pharmacie, de 
25 la Cosmetique, et ainsi en particulier de 1 ' Alimentaire . 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on realise la succession 
des etapes suivantes qui consiste en ce que l'on : 
a) soumet une suspension aqueuse d'amidon ou de derive 
30 d'amidon d'une matiere seche au moins egale a 1 % en 

poids, de preference de 2 a 50 % en poids, a une 
temperature superieure a 13 0°C, de preference comprise 
entre 140 et 150°C, sous une pression de plus de 3,5 
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bars, de preference comprise entre 4 a 5 bars pendant au 
moins 2 minutes, de preference pendant 2 a 5 minutes, 

b) traite 1 ' amidon ainsi obtenu avec 50 a 2.000 unites 
d' enzyme de branchement purifiee a une temperature 

5 comprise entre 25 et 50°C, de preference a une 

temperature de 3 0°C pendant une duree de 10 min a 24 
heures , 

c) recueille les polymeres de glucose branches ainsi 
obtenus . 

10 L' amidon est introduit en solution aqueuse a une 

matiere seche au moins egale a 1 % en poids, de preference 
de 2 a 50 % en poids. 

Le choix d'une origine, ou d'une qualite d' amidon ou 
de ses derives particuliers , ne revet qu'une importance 

15 relative. 

La societe Demanderesse a trouve que les polymeres de 
glucose branches conformes a 1' invention sont aisement 
synthetisables a partir d'amidons ou de leurs derives, qui 
presentent deja un taux de branchement au moins egal a 1 %. 

20 Cette suspension d' amidon ou de derives d' amidon est 

soumise ensuite a un traitement par cuisson particulier, 
qui consiste a la traiter a une temperature superieure a 
130°C, de preference comprise entre 140 et 150°C, sous une 
pression de plus de 3,5 bars, de preference comprise entre 

25 4 a 5 bars pendant au moins 2 minutes, de preference 
pendant 2 a 5 minutes. Ce traitement est realise 
avantageusement dans un cuiseur tubulaire a double 
enveloppe chauffe par fluide thermique, equipement qu'il 
est aise a l'homme du metier de se procurer. 

30 La deuxieme etape du procede conforme a 1' invention 

consiste a traiter 1 ' amidon ainsi obtenu avec de 50 a 2.000 
unites d' enzyme de branchement purifiee a une temperature 
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comprise entre 2 5 et 5 0°C, de preference a une temperature 
de 30°C pendant une duree de 10 min a 24 heures . 

Les enzymes de branchement sont choisies dans le 
groupe constitue des enzymes de branchement du glycogene et 
des enzymes de branchement de l'amidon. Plus 
pref erentiellement , on choisit 1 ' enzyme de branchement du 
glycogene de Escherichia coli, et les enzymes de 
branchement de l'amidon, et plus pref erentiellement encore 
les enzymes de branchement de l'amidon de type I et de type 
II du mals, ou encore de l'amidon d'algue unicellulaire , 
par exemple celles de l'algue verte Chlamydomonas 
reinhardtii . 

L'isolement des dites enzymes de branchement du 
glycogene ou de l'amidon peut etre effectue par tout moyen 
connu en soi par l'homme du metier. 

Concernant les enzymes de branchement d'algue 
unicellulaire, la societe Demanderesse recommande cependant 
de mettre en oeuvre le procede de preparation decrit dans 
la demande de brevet frangais deposee sous le n° 98/12051, 
dont elle est titulaire. 

L'acces aux enzymes purifiees peut etre realise a 
partir du melange d' enzymes d'algue ainsi obtenu, en 
mettant en oeuvre directement des techniques de separation 
chromatographique en elles-memes connues, ou par 
1 ' utilisation des techniques de 1 ' ADN recombinant. 

II peut etre en effet avantageux de preferer isoler 
et exprimer les genes codant pour les enzymes de 
branchement de l'amidon d'algue unicellulaire dans un 
micro-organisme plus facilement manipulable que les algues 
unicellulaires . 

La technique, connue en soi par l'homme du metier, 
consiste alors par exemple a : 
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- produire des anticorps polyclonaux specifiques de 
chacune des enzymes de branchement de 1 ' ami don d'algue 
prealablement purif iee , 

- cribler, avec lesdits anticorps specifiques, une banque 
d' expression d'ADN genomique de 1 ' algue unicellulaire 
consideree , 

isoler les fragments d'ADN a partir des clones de ladite 
banque d' expression d'ADN genomique qui ont reagi avec 
l'un et/ou 1 ' autre des anticorps polyclonaux 
specifiques , 

introduire lesdits fragments d'ADN correspondants aux 
genes codant pour les enzymes de branchement de 1'amidon 
d'algue unicellulaire dans des bacteries permettant leur 
expression . 

Les enzymes de branchement de 1'amidon d'algue 
produites par ce procede sont dites des enzymes de 
branchement recombinantes , puisque en provenance d'une 
algue unicellulaire, puis transferees genetiquement et 
exprimees dans un micro-organisme d'une autre espece, en 
1' occurrence ici une bacterie. 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on peut done faire agir 
avantageusement une enzyme de branchement de 1'amidon 
d'algue purif iee recombinante sur une colle d'amidon de 
mais waxy prepare selon 1 ' etape a) dudit procede. 

La derniere etape du procede conf orme a 1 ' invention 
consiste done a collecter les polymeres de glucose branches 
ainsi obtenus . 

Les produits sont precipites par 3 volumes d'ethanol, 
purifies et seches sous vide pendant 24 heures, ou encore 
atomises, par toute technique connue par ailleurs de 
l'homme du metier. 
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D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaitront a la lecture des exemples non limitatifs 
deer its ci -des sous 

5 EXEMPLE 1 

La preparation des polymeres de glucose branches 
s'effectue comme suit. On prepare une suspension d'amidon 
de mais waxy d'une teneur en matiere seche de 2,5 % en 
poids . On traite ensuite cette suspension dans un cuiseur 
10 tubulaire a double enveloppe chauffe par fluide thermique 
de laboratoire, a une temperature de 145°C / sous une 
pression de 4 bars. Le debit d ' alimentation est de 40 
ml/min, pour un temps de sejour dans ledit cuiseur de 3 
minutes . 

15 1,5 litres de cette preparation sont refroidis a 

temperature ambiante et places dans un milieu tamponne a 
pH 7 par du tampon Tris HC1 0,1 M final pour un volume 
total de 3,750 litres. On ajoute 19 ml (d' une solution 
enzymatique a 1,8 mg/ml de proteines, presentant en outre 

20 une activite specif ique de 1.100 U/mg, activite mesuree par 
la methode de dosage a la phosphorylase A connue en soi par 
l'homme du metier) d'une solution d' enzymes de branchement 
de 1 ' amidon recombinantes de 1 ' algue Chlamydomonas 
reinhardtii prealablement purifiees, et on laisse agir a 

25 3 0°C pendant 3 0 min pour obtenir des polymeres de glucose 
branches conformes a 1' invention presentant une teneur en 

liaisons glucosidiques a-1,6 de 4,3 % (produit A), et 
pendant 2 heures , pour obtenir des polymeres de glucose 
branches, conformes a 1' invention, presentant une teneur en 

30 liaisons glucosidiques a-1,6 de 6 % (produit B) . Chacun des 
produits est ensuite precipite a l'ethanol, filtre, rince 
et seche sous vide pendant 24 heures. 
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Les valeurs respectives des Mp centrees du profil de 
distribution des masses moleculaires des produits A et B 
sont respectivement de 1,5.10 7 daltons et de 2,2.10 7 
daltons . Leurs teneurs en sucres reducteurs est 
respectivement de 0,05 % et de 0,07 %. 

EXEMPLE 2 

La determination de la stabilite des polymeres de 
glucose branches conformes a 1' invention est realisee par 
la mesure de l'enthalpie de destruc turation du produit 
retrograde, si produit retrograde il y a, par Analyse 
Calorimetrique Dif f erentielle , au cours de cycles repetes 
de gel/degel. 

Deux polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention, presentant respectivement une teneur en 

liaisons glucosidiques a-1,6 de 1 ' ordre de 4,3 % (produit 
A) et de 1 ' ordre de 6 % (produit B) sont prepares comme 
indique dans 1'exemple 1. L' analyse est egalement effectuee 
sur deux autres echantillons : de 1 ' amidon de mals waxy 
(produit C) et un amidon waxy reticule et acetyle, 
presentant un indice d'acetyle de 1,8 (produit D) . 

Comme indique dans le test A, on constitue une 
preparation aqueuse de chacun des 4 echantillons a 40 % de 
matiere seche places dans un ensemble de creusets 
hermetiquement clos, et on chauffe pendant 15 min a 100°C 
dans un four DSC4 de PERKIN ELMER. On realise pour chaque 
creuset de 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 cycles successifs de 
gel/degel en suivant le protocole suivant : 15 min a -22°C, 
puis lh3 0 a 2 0°C. Une mesure de l'enthalpie de 
retrogradation est effectuee sur chaque creuset en le 
plagant dans le calorimetre differentiel PERKIN ELMER. 
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Le tableau I suivant presente les mesures d'enthalpie 
de retrogradation determinees pour chacun des 4 produits 
testes au cours de 12 cycles successifs de gel/degel. 

5 Tableau I. Determination des enthalpies de 

retrogradation au cours des 12 cycles de gel/degel, 
exprimees en J/g de preparation. 



PRODUITS 


Cycle 2 


Cycle 4 


Cycle 6 


Cycle 8 


Cycle 12 


A 


0 


0 


0 


0 


0,2 


B 


0 


0 


0 


0 


0 


C 


0 


0 


0,4 


1 


2,2 


D 


0 


0,10 


0,35 


0,6 


1,75 



10 Les polymeres de glucose branches presentent done une 

remarquable stabilite, meme apres 12 cycles de gel/degel. 
Si 1 ' ami don waxy (produit C) et l'amidon waxy reticule et 
acetyle (produit D) commencent a retrograder a partir du 
4 eme cycle de gel/degel, il n'en est pas de meme pour chacun 

15 des polymeres de glucose branches conformes a 1' invention 
prepares a partir dudit amidon waxy. Le procede enzymatique 
mis en oeuvre pour modifier les amidons et derives d' amidon 
permet done de leur assurer une excellente stabilite, bien 
superieure en l'etat aux amidons waxy stabilises et/ou 

20 reticules . 

EXEMPLE 3 

La caracterisation rheologique des polymeres de 
glucose branches est realisee a 1 ' aide d'un Rapid Visco 
25 Analyser (RVA) . 

Les produits conformes a 1' invention presentant une 
remarquable solubilite dans 1 ' eau froide. 
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11 a done ete necessaire de mettre au point une 
methode de determination de viscosite propre a ce type de 
produit . 

Comme indique dans le test B, 4,5 g du produit sec a 
tester sont melanges avec du glycerol et de 1 ' eau pour 
atteindre une masse finale de 28 g. 

Les produits analyses sont d'une part, les produits A, B et 
C decrits dans l'exemple 2 et deux autres produits E et F, 
correspondants a des amidons de mals waxy fluidifies a deux 
niveaux de f luidif ication (valeur appreciee par la mesure 
classique de la fluidite dans l'eau, i.e. 1 ' indice de 
u water fluidity " ou WF) , obtenus par traitement en 
conditions acides connues en soi par l'homme du metier, le 
produit E presentant un WF de 50, et le produit F, un WF de 
65 . 

Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse 
dans le RVA est alors realise comme suit. L ' echant il Ion est 
agite a 100 rpm a une temperature de 25°C durant 5 s, puis 
a 500 rpm pendant 25 s. L ' agitation est alors maintenue a 
160 rpm durant le reste du profil. 

La temperature initiale de 25 °C est maintenue durant 
10 min, puis elle est augmentee a 90°C en 8 min. 

Cette temperature de 90 °C est ensuite maintenue 3 
min, diminuee a 3 0°C en 8 min, puis maintenue a cette 
valeur de 3 0°C durant 5 min. 

Le tableau II suivant presente les resultats de 
viscosite pour les produits A, B, C, E et F, exprimes en 
centipoises . 

Tableau II. Determination des viscosites en fin de 
profil temps / temperature et vitesse en RVA des produits A, 
B, C, E et F, exprimees en centi-Poises (cP) 



WO 00/66633 



PCT/FR00/01109 



21 



PRODUITS 


Viscosite a 34 min 


A 


1600 


B 


750 


C 


6060 


E 


1140 


F 


660 



Les polymeres de glucose branches conformes a 
1 ' invention presentent encore une certaine viscosite, mais 
5 remarquablement plus faible que celle du temoin amidon 
waxy (C) . 

On remarque que ces valeurs de viscosite sont du meme 
ordre de grandeur que les amidons waxy fluidifies. 

Une etude complementaire est realisee par mesure de 
10 la viscosite apres stockage durant 7 jours a 4°C. 

Cette etude permet de caracteriser la stabilite des 
colles ainsi fabriquees dans le temps et de determiner en 
quoi les polymeres de glucose branches conformes a 
1' invention different des amidons waxy fluidifies. 
15 On realise le stockage des bols du RVA contenant 

chacun des cinq produits a 4°C. 

La viscosite est ensuite a nouveau determinee par le 
RVA. Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse est 
alors caracterise par une vitesse et une temperature 
20 maintenues respectivement a 160 et 3 0°C pendant 2 0 min. 

La viscosite retenue est la viscosite moyenne mesuree 
en cP entre 15 et 20 min. 

Le tableau III suivant presente les resultats de 
viscosite obtenus apres 7 jours de stockage a 4°C des 
25 produits A, B, C, E et F. 
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Tableau III* Determination des viscosites des 
produits apres stockage pendant 7 jours a 4°C, exprimees en 

CP. 



PRODUITS 


Viscosite apres 
7 jours a 4 °C 


A 


2500 


B 


850 


C 


8650 


E 


Gel blanc, dur, ferme* 


F 


Gel blanc, dur, ferme* 



5 * : viscosite non mesurable . 

Les resultats montrent clairement que les polymeres 
de glucose branches conformes a 1 ' invention presentent une 
viscosite remarquablement stable meme apres un stockage a 

10 4°C. Cette faible viscosite peut done etre mise a profit 
avantageusement pour des preparations alimentaires qui 
necessitent que 1' ingredient amylace qui les composent soit 
de faible viscosite (telles que les preparations liquides 
instantanees) et qui demandent a etre stockees pendant une 

15 longue periode de temps a basses temperatures. 

EXEMPLE 4 

On prepare des polymeres solubles de glucose branches 
20 conformes a 1' invention, en faisant agir une enzyme de 
branchement du glycogene isolee de E. coll sur divers 
solutions d'amidons et derives d'amidon, pendant 21 heures 
de reaction a 30°C et conformement aux autres conditions 
decrites dans l'exemple 1. 
25 II s'agit en 1' occurrence ici de suspensions d'amidon 

standard de mals (G) , d'amidon de mals waxy (I), d'amidon 
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riche en amylose commercialise par la societe Demanderesse 
sous le nom d ' EURYLON 7 (K) et d'une maltodextrine 
commercialisee par la societe Demanderesse sous le nom de 
GLUCIDEX® 2 (M) . 

Le tableau IV suivant presente les resultats obtenus 
en terme de teneurs en liaisons glucosidiques oc-1,6, de 
valeur des Mp centrees du profil de distribution des poids 
moleculaires, de teneur en sucres reducteurs et de 
comportement de retrogradation apres 10 cycles de 
gel/degel . 

Tableau IV. Determination des carac terist iques 
physico-chimiques et f onctionnelles des polymeres solubles 
de glucose conformes a 1' invention H, J, L et N obtenus par 
1' action de 1 ' enzyme de branchement du glycogene de E . coli 
respectivement sur les substrats G, I, K et M a une matiere 
seche donnee . 





G 

10% MS 


H 


I 

1% MS 


J 


K 

5 % MS 


L 


M 

20% MS 


N 


Teneur en 
liaisons 
glucosidiques 
a- 1,6 (%) 


3 


3,4 


4,4 


5,6 


1,9 


3,3 


6,1 


7,1 


Valeur de Mp 
centree 
(daltons) 


5.10 7 


5,8.10 5 


L10 8 


2,2. 10 5 


8,5. 10 6 


5.10 5 


3,3. 10 5 


1,4. 10 5 


Teneur en 

sucres 
reducteurs 


0,13 


0,16 


<0,5 


<0,05 


0,5 


0,5 


3 


3,5 


Enthalpies de 
retrogradation 

(J/g) 


2 


1 


1,5 


0 


3 


0,4 


2,3 


0 



Les polymeres solubles de glucoses branches conformes 
a 1' invention presentent done une remarquable tenue au 
gel/degel et une distribution des poids moleculaires 
centres sur un fin intervalle de valeurs compris entre 1,4 
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et 5,8. 10 5 daltons, alors que les substrats de depart 
presentent au contraire une forte tendance a la 
retrogradation et des profils de distribution des poids 
moleculaires etales de 10 3 a 10 8 daltons. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant subs tanti el lenient pas de liaisons (3 
glucosidiques , caracterises par le fait qu'ils presentent : 

- entre 2,5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-1,6, 

- une tendance tres faible ou nulle a la retrogradation en 
solution aqueuse, determinee selon un test A, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 4 et 10 8 daltons, 

- une teneur en sucres reducteurs au plus egale a 9 %. 

2 . Polymeres solubles de glucose branches selon la 
revendication 1, caracterises par le fait qu'ils 
presentent une viscosite determinee selon un test B au plus 
egale a 5.000 cP. 

3. Polymeres de glucose branches selon 1 ' une ou 
1' autre des revendications 1 et 2 , caracterises par le fait 
qu'ils presentent : 

- entre 2,5 et 5 We liaisons glucosidiques OC-1,6, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 5 et 10 6 daltons, 

- une teneur en sucres reducteurs au plus egale a 1 % . 

4. Polymeres de glucose branches selon 1 ' une ou 
1' autre des revendications 1 et 2 , caracterises par le fait 
qu'ils presentent : 

- entre 5 et 10 % de liaisons glucosidiques a-1,6, 

- un Mp determine selon un test C a une valeur centree du 
profil de distribution des masses moleculaires comprise 
entre 10 7 et 10 8 daltons, 
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- une teneur en sucres reducteurs comprise entre 5,5 au 
plus 9 %. 

5 . Procede de fabrication de polymeres de glucose 
branches ne contenant substantiellement pas de liaisons (3 
glucosidiques conformes a 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise par le fait que l'on : 

a) soumet une suspension aqueuse d'amidon ou de derive 
d'amidon d'une matiere seche au moins egale 1 % en 
poids, de preference de 1 a 50 % en poids, a une 
temperature superieure a 13 0°C, de preference 
comprise entre 140 et 150°C, sous une pression de 
plus de 3,5 bars, de preference comprise entre 4 a 
5 bars pendant au moins 2 min, de preference 
pendant 2a 5 min, 

b) traite 1 ' amidon ou le derive amidon ainsi obtenu 
avec 50 a 2.000 unites d' enzyme de branchement 
purifiee a une temperature comprise entre 25 et 
50°C, de preference a une temperature de 30°C, 
pendant une duree de 10 min a 24h, 

c) recueille les polymeres de glucose branches ainsi 
obtenus . 

6 . Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon la revendication 5, caracterise par 
le fait que 1 ' enzyme de branchement est choisie dans le 
groupe constitue par les enzymes de branchement du 
glycogene, les enzymes de branchement de 1 ' amidon et les 
melanges quelconques de ces enzymes. 

7 . Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon l'une ou 1 ' autre des revendications 
5 et 6, caracterise par le fait que 1 ' enzyme de branchement 
est extraite d'organismes et/ou de micro-organismes choisis 
dans le groupe constitue par les plantes superieures, les 
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levures, les bacteries et les algues unicellulaires, et est 
de preference extraite d' algues unicellulaires. 

8. Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches selon la revendication 7 , caracterise par 

5 le fait que 1 ' enzyme de branchement extraite d' algues est 
obtenue par isolement a partir d'un organisme genet iquement 
modifie capable d'exprimer la dite enzyme. 

9. Compositions destinees a etre utilisees dans les 
industries notamment du Papier-Carton, du Textile, de la 

10 Pharmacie, de la Cosmetique, et en particulier de 
1 ' Alimentaire , caracterisees en ce qu'elles renferment les 
polymeres de glucose branches selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou susceptibles d'etre obtenus selon 
l'une des revendications 5 a 8. 
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